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論 文 内 容 要 旨
序 論
天然 に存 在す るグ リセ リ ド、グ リセロ リン脂質、 グ リセロ糖脂質は、 生体の構成
成分 と して広 く分布 し、 これ らは いずれ もグ リセ ロール骨 格を有す る。 このグ リセ
ロー ルは、 分子 内に対称 面を持っ ため それ 自体は光学 的に不活性であ る。 しか し、
グ リセ ロールはプロキラル な化合物で あ り、1位 又 は3位(以 下、鎚 一命名法 によ
る)に 置換基が選択 的に導入 され るか、 あるいは、1位 又 は3位 の2つ の メチ レン
水素(一C旦 ユOH:)の片 方が他の置換基 に置 きか わる と光学活性 とな る。生体内で
は、グ リセ ロールの1位 と3位 は識別 され、 光学活性な リン脂質やグ リセロ脂質を
与 えてい る。
生体脂 質の大部分 を占め るグ リセ リドの立体化学を明 らか にする研 究は、一般 に
困難で あ った。 それ は、物理化学 的 に1位 と3位 の識別が 困難であった こと、更 に
光学活性 グ リセ リ ドの立体 配置の決定が 困難で あったためで ある。筆者 は、 この問
題 点をキ ラル重 水素化グ リセ リ ドを用 いたNMR法 によ り解決 し(第1章)、 高感
度 な円二色性(CD)の 励起子キ ラ リティー法 に基づ いた新 しいグ リセ リ ドの絶 対
配置 の決 定法 を開発 した(第2章)。 更 に、 旋光分散(ORD)、CDを 用 いた糖
グ リセ リ ドのグ リセ ロール部位の絶対配置の決定法 を開発 した(第2章)。 本研 究
の第3章 で は、 これ まで リパーゼ によ'るトリアシルグ リセロールの1、3一 立体選
択性 はな い とされて きたが、第2章 で開発を行 った高感度 なCD法 によ り、 リパ ー .
ゼ に よる単純 トリグ リセ リ ドの加 水分解が立体選択 的で あることを実証 した。更 に、
第4章 で は、芳香族環 を持っ トリグ リセ リドに対す るリパ ーゼの立体選択性を検討
し、酵素 反応 の不斉識別を明 らか に した。
第 ■ 章 キ ラ ル 重 水 素 化 一sn一 グ リ セ ロ
ー ル と そ の 誘 導 体 の 合 成 並 び にNMRに よ












護基 の酸 加水分解 によ り(1S)一 重水素化グ リセ ロール(垣)を60%の 収率で
得 た。
(1S)体 か ら(1R)体 への変換は、化 合物旦をベ ンジル化後、TFAに よる
酸加水 分解、 続 く1級 水酸基の選 択的シ リル化、2位 のベ ンジル化、 シ リル基の脱
離反応及 び1位 の メタ ンスルホニル化 により化合物ユ_⊥を得 た。 これ に対 して、ベ
ンゾ イル オキシアニオ ンによるSN2反 応をへ て、(1R)一 体 を得 た。脱 保護 して
坐を40%の 収率 で得 た(図2)。
次 に、 この よ うに して得 られ た、(1S)一 、(1R)一 重水素化体及び非重水
素化体 につ いて高分解能NMR及 び部分緩和 スペ ク トル法 を併用 しグ リセロールブ
ロ トンの 完全帰属を行 った(図3)。(1S)一 重水素化体 よ り3.65ppmにHlproSを、
(1R)一体 よ り3.56PPmにHlproRを帰属 で き、 同時 に、 グ リセロールの対称性 より
低磁場側 にH3proR、高磁場側 にH3proSを帰属 で きた。同様 の解析 を各種 グ リセロー
ル誘導体 に対 して行 い、全 てのグ リセ ロール プロ トンを帰属 で きた。その結果、 δ
HlproS>δHlproR(ppm)及びJHlp,。R,H2>JHlp,。s,H2(Hz)の関係 が あることがわかっ
た。
更 に、 得 られ たスペ ク トル より結合定数を求め、 溶液 中でのC-1/C-2間の安定 配座
(図4)をKarplus式を用 いて算 出 した。解析 の結 果、 全てのグ リセ ロール誘導体 に
つ いて、2っ の酸 素が ゴー シュ関係 にあ る且9及 び磁 配座が優位 に存在す るこ と
を明 らか に した(図5)。 これ らの結 果は、 ゴーシュ効 果 によ り説 明され る。
以上 よ り、 高選択 的 にキラル重 水素化一鎚一グ リセ リドを合成す る経路の開発 を行
うこ とが で きた。更 に、NMRを 用 いて高度 に対称性 を有 す るグ リセ リ ドのグ リセ
ロールプ ロ トンの完全帰属及 びC-1/C-2間の配座解析を行 うこ とが で きた。
第2童 天 然 グ リ セ ロ ー ル 誘 導 体 の 絶 対 配
置 の 決 定
1-CDス ベク ルによ グ1セ1"の ・ 置の'{"
天然 に存在す るグ リセ リ ドの絶 対配置の決 定 は、生合成経路の解明及び生物活性
と絶 対配置 との関係 を明 らか にす るうえで重要で ある。 これ らの絶対 配置決定法 と
しては、 化学的誘導体化法、比旋 光度及び旋 光分散法、 クロマ トグラ フィー法、 シ
フ ト試 薬 によるNMR法 が従来か ら用 いられて きたが、 簡便性や感度の点で実用性
に欠 けて いた。筆者 は、第1章 の 「NMR法 によるグ リセ リ ドの立体配座解析 」か
ら得 られ た結論を応用 し、 円二色 性(CD)の 励 起子キラ リデ ィー法 に基づいた新
しいグ リセ リ ドの絶対配置決定法 を開発 した。
モデル化合物 として、1位 又は3位 に各種 置換基 を持 つ1,2一(2,3一)ジ
ベ ンゾエー トグ リセ リド(図6)を 合成 し、 これ らのCDス ペ ク トルを測定 した と
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ころ、 いずれの化合物 とも2位 の絶対配置を反 映 した分裂型 のコッ トン効果 を与 え
た(図7)。 一方、先 のNMRに よる配座解析 をCDと 同 一の測定溶媒 で行 った と
ころ、2っ のベ ンゾ イル発色団が3っ の回転 配座(且 且,且 主,」Lg)の うち且主
配座を優位 にとるこ とを明 らか に した(図8)。 っ まり・、1,2一 ジベ ンゾエー ト
体では、且工配座は正 のキ ラ リテ ィー に対応 し、 これは、CDス ペ ク トルで正の分
裂型 コツ トン効果を与 えることと一致 している。従 って、 図9の 様 に、 天然グ リセ
リ ドをジベ ンゾェー ト体 に誘導体 化 した後、 そのCDス ペ ク トルを測定すれば、グ
リセ リ ドの絶対配置を非経験的 に感度 よ く決定で きるこ とを示 すことがで きた。本
法 は、従来の[α コD、ORD法 に比べ 感度が約100倍 高 く、 又、理論的 にも絶対
配置 とCDの 符号が 関連づ けられてお り信頼性の高 い方法 である。
2CDス ペ ル い た ○置セr"の ◎1セ ロ ー ル ウの ・ 置
盤
糖グ リセ リドは、 植物や微生物 などに広 く分布 し、 細胞表層の構成成分、 細胞間
の認識 な どの重要 な役割 を担 っている。 この ような糖グ リセ リ ドのグ リセ ロール部
位の絶対 配置 の決定 は、未知の糖グ リセ リドの構造決定や 生理作用 との関係 を明 ら
か にす るために必要 である。 これ までの分析 法 と しては、 分光学的な方法(
[α]D、IR、NMR)、 クロマ ト法、(GC、HPLC)、 誘導体化法(酸 化、
メチル化)の3っ が 中心で あった。 しか し、・これ らの方法 は、 多 くのサ ンプルを必
要 とし、又、 グ リセ ロールの対称性か ら糖 グ リセ リ ドその もの、 もし くば、酸加水
分解 によ り得 られ るアキラルなグ リセ ロールを分析 して も有用な情報 は得 られなか
った。又、前章 のジベ ンゾ イル化法 も適用が それほ ど容 易ではないので、ORD、
CDを 用 いた糖グ リセ リ ドのグ リセ ロール部位 の絶 対配置決 定法 な る別 の方法 を開
発 した。
本法 は、①糖 グ リセ リ ドの哩 一Ω一benzylation、②酸加水分解 によるジ ーΩ 一ベ ン
ジルグ リセロールへ の誘導、及び③ORD、.CD測 定 か らな る(図10)。 これは、
①ベ ンジル基が導入 しやす く、 その後の酸加水 分解 に対 して安定 であ るこ と、②U
V発 色団 として機能 す るためTLC又 はLC分 取が可能 な こと、③ ジベ ンジルグ リ
セロールの[α]Dが 既知 でその値が大 きい ことを利用 したものであ る。[α]D
及びORDの 測定 は、最 も旋光強度が大 きく短波長 でも測 定可能 な旦一ヘキサ ンが 良
好な結果 を与 えた。
感度 を高 めるには、CD法 が一般 によいが、 ジペ ンジル グ リセロールのCDは 、
216n皿に小 さな負の、203nmに大 きな正のコッ トン効果を与 えた(図11)。 しか し、
強 いUV吸 収 に よるノイズ と測定の困難 さの ため、203n皿のコツ トンか らグ リセ ロ
ール部位 の立体化学 を決定 するには無理が あ った。 そこで、CD強 度を増大 させ、
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同時 にコ ツ トン効果を長波長 シフ トさせ るためにP-NO2Bz基を更 に導入 したとこ
ろ、ペ ンゾイル基 よ りはコツ トン効果は小 さかったが(+3600(250nの)、225～275
nmにかけて幅広 いCDバ ン ドが観測 され、測定 しやすい こ とがわか った。
本法の応用 として、 β一ガ ラク トシダーゼ によるガ ラ ク トースのグ リセロールへ
の転移反応の立体選択性を研究 したところ、酵素反応 のジアステ レオ選択性 は、56
%d.e.で、 グ リセ ロールの3位 に優位 に転移 していることを明 らか にで きた。
第3章 リ パ ー ゼ の 不 斉 加 水 分 解
第2章 で、 円二色性の励起子キ ラ リテ ィー法 に基づ いた新 しいグ リセ リ ドの絶対
配置解析法 につ いて述べ た。本章では、 天然 に広 く存在す る トリオ レイ ンとこれ ま
で検討 されて いなか った芳香族環を持 っ トリベ ンゾイルグ リセ ロール にっ いて、 リ
パ ーゼ の立 体選択性を検討 した。
リバーゼ に よる単 純 トリアシルグ リセロール(TG)の 加水分解 は、 生体反応 中
最 も基本 的な反応 で あ り、 これが 酵素反応で ある以上、 立体選択 的に進行す ること
は当然の こ とと思 われ る。 しか し、 現在 まで に、 この反応が立体選択的で あるとい
う証拠はな く、立体 選択 性はない とい う結論が長 い間受 け入れ られ て きた。 それは、
これ までの分析法 は、[α]D法 や ラジオアイソ トープ法 な どの感度あ るいは微小の
差を検 出す るこ とが 困難 であ ったためで ある。 そこで、第2章 にお いて開発を行 っ
た高感度 なCDス ペ ク トル法 を用 い、 リバーゼ によるプロ キラルなTGに 対す る立 ・
体選択性 にっ いて検 討を行 った。
加水分 解 によ り生成 したジアシルグ リセロール(DG)の 水酸基を、 未反応 のT
Gと単離 す るこ とな く直ち に トシルエステル で保護 し、化 合物23に 導 いた。 クロ
マ ト精製 後、DMF中 、 アジ化 ナ トリウムで アジ ド体 と し、 脱ア シル化後、得 られ
たアル コール体をベ ンゾ イル化 し、 ジベ ンゾェー ト体へ と導い た(図12)。 これ
にっいてCDス ペ ク トル を測定 した。
ブ タスイ リバーゼの加水分解で生 成 したDGの 立体化学 を第2章 で述べ たCD法
により決 定 した。CDス ペ ク トル において正 のコッ トン効 果を236n皿に与 えたこと
か ら、3位 を優位 に加水分解 してい ることが わか った(図13)。 その光学純度は、
標 品 との比較 によ り約5%と 決定 した。 この よ うに、天然 に存 在する トリオ レイ ン
の リパ ーゼ加水分解 にお いて、光学純度 は低 いが(約5%以 下)、 光学活 性なグ リ
セ リ ドが 生成 しているこ とを明 らかに した。 一方、 トリベ ンゾイルグ リセ ロールの
場合 には、7種 類 の酵素 の起源 によらず高 い1,3一 選択性 を示 した(図14、
15)9同 法 によ り、 リパーゼの立体選択性 は、アシル基 の種類 と酵素の起源 によ
りエ ナンチ オ選択性が大 き く変化 す ることを 明 らか にで きた。
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第4章 リ パ ー ゼ の 分 子 認 識
第3章 で、 天然の トリオ レイ ンに比べ、ベ ンゼ ン環を持 っ トリベ ンゾイルグ リセ
ロールの リパーゼ による加水分解が、高 い立体選択性を示 す ことを明 らか にした。
本章では、 この事実を更 に発展 させ るため に、 グ リセ ロー ル骨格か らベ ンゼ ン環が
離 れ るTGを モデル化合物 に角 い、 リパーゼの不斉認識 について検討 した。
酵素 と して、PPL,CC,APの3種 を、 又、 モデル の基質 と しては、ベ ンゼ
ン環がグ リセロール骨格 より離れ る2ユ ～旦ユ(図16)を 用 いた。 生成するDG
を図17の ように迦 二butyldi皿ethylsily1基で保護 し、ORD法 に よ り光学純度
と立体選択性 を決定 した。
解析の結果、・3種の酵素 とも、 トリベ ンゾ イルグ リセロールの光学 純度が最 も高
く、 メチ レン鎖が増 えるほ ど、 光学純度 が減 少するこ とが わか った(図18')。 二
重結合が ベ ンゾイル基 とほぼ同 じ距離 にある と考 え られ るシ ンナモ イル基(31)
で は、 高 い光学純度 を示 した。更 に、PP:Lでは、全 ての基質 に対 して、3位 を優
位 に加水分解 するが、 他の2っ の酵素 では、基質 によ り立 体選択性が逆転す るとい
う興味あ る事 実を見 いだ した。 これ らの結果 よ り、 プ ロキラルな中心原子の近傍 に
π電子が 存在 する とエ ナンチオ選択性が増大す ることを 明 らか とした。
第5章 総 括
1.キ ラル重水素化 グ リセ ロールの合成ルー トを開発す る ことによ り、 これ まで困
難であ ったグ リセ ロール部位の全 てのプ ロ トンを正確 に帰属す るこ とがで きた。
又、溶 液中での安定配座が且主 で あることを明 らか に した。
2.1の 結論を応用 し、 円二色性 の励起子キ ラ リテ ィー法 に基づい た新 しいグ リセ
リ ドの絶 対配置解 析法 を開発 した。 これ によ り、 天然 グ リセ リ ドを ジベ ンゾェ ー
トグ リセ リ ドに誘 導体化 した後CDス ペ ク トルを測定 すれば、高感 度 にグ リセ リ
ドの絶 対配置を決 定で きる。
3.ORD-CD法 による糖 グ リセロールのグ リセロール部位の絶対 配置決定法を
開発 した。
4.2のCD法 を応用 し、 これ まで 困難 であった リバーゼ の トリアシルグ リセ ロー
ル に対 す る加水分解が立体選択 的で あるこ とを実証 した。
5.芳 香族 基質 に対 する リパーゼの不斉認識 につ いて検討 した ところ、 プ ロキラル
な中心原 子か ら数 えて3本 以 内にベ ンゼ ン環や二重結合 といったπ電子が存在 す
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ドをベンゾエー トグリセリドに誘導体化 した後CDスペク トルを測定してその2位 の絶対配置を
決定する方法を開発 した。 これを用いて新しい糖グリセロールのグリセロール部位の絶対配置決
定法を開発した。
更に生化学反応への応用として,リ パーゼによる トリアシル グリセ ロールの加水分解 を検討
し,この酵素反応が立体選択的であることをはじめて明らかに した。又,そ の立体選択性が リ
パーゼを産生する生物種によって異なることを明らかに した。又,各種の合成基質を用いて検討
した ところ,その立体選択性は基質の構造に より大きく変化し,芳香族の トリアシルグリセ リド
は特に高い選択性を示すことを見出した。又,プ ロキラルな中心から数えて3本以内にベンゼン
環や二重結合といったπ電子が存在するとエネンチオ選択性が増大することを明らかに した。本
論文はグリセ ロール誘導体の立体化学研究上重要な知見を含み,博士(農 学)の 学位にふさわし
いものと考えられる。
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